コロン26の肺転移における CD44 と GM-CSF の重要な役割について by 今野 文博
コロン26の肺転移における CD44 と GM-CSF の重要
な役割について
著者 今野 文博
号 2664
発行年 1994
URL http://hdl.handle.net/10097/21055
 氏名(本籍)
 学位の種類
学位記番号
学位授与年月日
 学位授与の条件
最終学歴
学位論文題目
紡
文
 の
野
 乱
Aコ
ひろ
 博(宮城県)
 博士(医学)
 医第2664号
 平成6年2月23日
 学位規則第4条第2項該当
 昭和60年3月22日
弘前大学医学部医学科卒業
ExpressionofCD44and.Prod.uctionof
GM-CSFPlayImportantRolesinthe
PulmonaryMetastasisofColon26.
 (コロン26の肺転移におけるCD44とGM-CSF
 の重要な役割について)
論文審査委員
 (主査)
教授森 昌造教授名倉宏
教授貫和敏博
 一669一
論文内容要旨
 mouseadenocarcinoma;Colon26はBALB/cマウスにおいて著名な肺転移を起こすことが
 知られている。筆者は,colon26の培養上清がマウス骨髄細胞の増殖刺激活性を有し,その増殖
 刺激活性が抗GM-CSF抗体により中和され,さらにnorthembiot七ing解析により,colon26
 のmRNAレベルでのGM-CSFの産生を確認することができた。またFACScanによる分析の結
 果,colon26の細胞表面には接着分子CD44が存在し,このCD44は分子量およそ80kDでヒ
 アルロン酸をリガンドとするヒトのhema七〇poietictypeに相当するものであることが明らかと
 なった。
 Colon26・1×104をBALB/cの尾静脈より接種し,その直後から連日14日間ウサギ抗マウ
 スGM-CSF抗体を連日14日間腹腔内に投与すると,正常ウサギ血清を腹腔内投与した対照群に
 比較し,有意に肺転移が抑制されることがわかった。皮下接種したcolon26に関しては,抗
 GM-CSF抗体の作用が十分でないこと,colon26自身の増殖には過剰のGM-CSFの投与や抗
 GM-CSF抗体の投与が影響を及ぼさないことなどを考えるとGM-CSFの作用は肺という特殊な
 臓器でのみ効果を発揮すると考えられる。
 Colon26の肺転移巣をCD44抗体やヒアルロン酸結合蛋白を用いて免疫染色し,CD44やヒ
 アルロン酸の局在を検索してみると転移腫瘍全体にCD44の染色が認められ,ヒアルロン酸に
 関してはむしろ腫瘍と正常組織の境界部により強い存在が認められた。このことは,CD44がヒ
 アルロン酸を結合させながら増殖・浸潤している様子を示唆するものであった。また,転移肺組
 織に認められる胸膜へのヒァルロン酸の誘導はGM-CSFの影響である可能性が示唆され,GM-
 CSFの肺への作用の一端を見ることができたものと思われる。
 Colon26をrecombinantmouseinterferonγ(rmIFN一γ)を含む培養液で48時間培養し洗
 浄後尾静脈より接種すると,実験的肺転移は増強する。この結果をもとに,rmIFN一γ,rmIFN一
 α/β,rhIFN一αA/D,rmGM-CSF(いずれもiO3U/ml),rmTNF一α(102U/m1)をそれぞれ
 含む培養液で48時間培養したcolon26をPBSで洗浄したあと1×103を尾静脈より投与し,14
 日後に対照群とそれぞれの群との転移結節数を比較した。転移結節数は,IFN一γで前処理した
 群のみ有意に増加しており,他の群では有意な差を見いだすに至らなかった。同様にサイトカイ
 ン刺激した細胞について,細胞の大きさの違い,接着分子の発現の変化,MHCclassI(H2-
 Kd,H2-Dd)の発現の変化などをFACScanを用い検索し,さらにinvitroでの細胞増殖の差を
 比較した。その結果,invitroでの細胞増殖はどの群でも有意差が認められず,IFN一γとTNF一
 αの両群でやや増殖が抑制される傾向があった。接着分子の発現では,元来存在しない1CAM-1,
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 LFA-1,VCAM-1,▽LA-4,Mel-14などは発現せず,CD44はIFN一γで前処理した群でのみ発
 現の増強が認められた。しかし,CD44の発現が増強したにもかかわらず,ヒアルロン酸との結
 合能は増強しておらず,今後の検討を要すると考える。MHCclassIに関してはIFNの3っの
 群(IFN一γ,IFN一α/β,IFN一αA/D)において発現の増強を認めた。筆者は,CD44の発現
 増強が転移の増強につながったものと考えている。また,細胞の大きさに関してはIFN一γ,IF
 N一αAID,対照群の3群について比較したが,大きさを増したIFN一αA/D群で特に転移の増
 強が認められることはなく,転移が単なる癌細胞の微小血管内塞栓では説明できない現象である
 ことが示唆された。
 これらの知見をまとめると,GM-CSFの役割の一部は不明だが,癌細胞からの恒常的なGM-
 CSFの産生は転移巣付近での宿主のmacrophageやgranulocyteの増殖を惹起し,微小循環に影
 響を及ぼしたり,局所でのサイトカインネットワークに働きかけ癌に都合のよい微小環境を形成
 したり,あるいは宿主側の免疫を抑制するなどして転移巣形成に寄与する可能性が考えられる。
 CD44に関しては,血管内皮細胞に直接接着するようなプロセスを証明するには至らなかったが,
 他臓器に比して肺血管周囲に比較的多く存在するとされるヒアルロン酸を目指し,駆動力を提供
 するような形で転移に大きく関与することと,実際の転移巣でその増殖・浸潤に関わることが示
 唆された。
 GM-CSFやCD44のように癌細胞が産生するサイトカインや細胞表面の接着分子が癌の臓器
 特異的転移に少なからず関与していることが強く示唆された。
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 審査結果の要旨
 著者はマウスの実験的肺転移において,癌細胞の産生するサイトカイン(GM-CSF)と,癌細
 胞表面に存在する接着分子(CD44)の関わりを検索し,以下のごとき興味ある知見を得ている。
 材料および方法:癌細胞はマウス大腸癌のcoユon26を,マウスはBALB/cを用いた。実験1;
 colon26が蛋白,mRNAのいずれのレベルでもGM-CSFを産生することを確認した。1×104
 のcoion26をマウス尾静脈より接種した群に,連日14日間抗GM-CSF抗体を投与し対照群と肺
 転移結節数を比較した。実験2;FACScanを用いてcolon26細胞表面にCD44が存在すること
 を確認した後,リコンビナントのマウスIFN一γ,IFN一α/β,GM-CSF,TNF一α,ヒトのIFN一
 α(A/D)をそれぞれ含む培養液で48時間培養し,CD44やその他の接着分子の発現変化を検
 索し,更に,おのおのの群について肺転移実験も施行した。実験3;肺転移巣を抗CD44抗体,
 ヒアルロン酸結合蛋白を用いて免疫染色し,転移巣におけるCD44とそのリガンドであるヒアル
 ロン酸の局在を検索した。
 結果:実験1では,連日抗GM-CSF抗体を投与したマウスのcolon26肺転移は対照群に比し
 有意に抑制された。実験2では,IFN一γで前処理したcolon26のみがCD44の発現を2倍ほど増
 しており,これは,IFN一γで前処理したcolon26のみが実験的肺転移を有意に増強する結果と相
 関する形となった。また,細胞の大きさを比較したものでは,IFN一α(A/D)で処理したもの
 ではIFN一γで処理したものやサイトカインで処理しない対照群と比較すると,細胞の大きさは
 増大していたにもかかわらず転移結節数は対照群と差はなかった。実験3では,腫瘍結節全体に
 CD44の存在があり,ヒアルロン酸は腫瘍と正常組織との境界部に多く存在することが分かった。
 考察:抗GM-CSF抗体投与により実験的肺転移が有意に抑制されたことは,多くの肺転移性
 マウス癌がGM-CSF産生能を有することと合わせて考えると,肺という特殊な環境下で,肺転
 移に重要な作用をもたらしている可能性が示唆された。また,IFN一γによる前処置群で接着分
 子CD44の発現が増強し,なおかっ転移の増強が見られたことは,接着分子の転移への関わりを
 改めて思い起こさせるものである。単に細胞の型が大きければ転移に有利とは限らないという結
 果と合わせ,転移という現象が単なる癌細胞の毛細血管への閉塞ではなく,細胞間の有機的結合
 に起因する現象であることが示された。更に,CD44のリガンドであるヒアルロン酸の転移巣で
 の局在は,転移巣でのCD44とヒアルロン酸の結合が癌の増殖・浸潤に関与することが示唆され
 ている。
 これら,抗GM-CSF抗体による肺転移の抑制と,IFN一γ刺激によるCD44発現増強に起因す
 る転移増強についての研究は欧米および本邦において報告がなく,本研究は学位論文に値するも
 のと思われる。
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